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摘要 :土壤 微生物 是 土壤 的 重要 组 成 部 分 , 它 对 土壤 肥力 的 形成 和 植物 营养 的 转化 起 着 积极 的 作用 。 采 用 16S V4 区 高 通 量 测 
序 等 方法 对 贵州 省 不 同 生 态 区 域 典 型 植 烟 土 壤 根 际 微生物 群落 进行 分 析 人 研究 ,从 根 际 土壤 微生物 群落 特征 上 诠释 不 同 生态 区 
域 典 型 土壤 根 际 微 生物 群落 的 信息 差异 。 结 果 表 明 :贵州 省 不 同 生 态 区 域 弱酸 和 酸性 土壤 占 70.06% ,有 机 碳 平均 2.24% ,有 机 
碳 含量 总 体 偏 高 ,全 气 与 有 机 碳 含量 具有 一 定 相关 性 ; 根 际 土壤 微生物 的 OTUs 数量 差异 明显 ,呈现 总 体 是 西部 高 于 东部 ,南部 
高 于 北部 ;微生物 属 水 平 物种 丰 度 差异 显示 ,土壤 类 型 对 微生物 群落 丰 度 影响 显著 ,而 在 主 款 功 能 微生物 上 黔 北 区 域 的 变形 苦 
门 (Proteobacteria) 和 放 线 菌 门 ( Actinobacteria) 两 个 门 的 微生物 相对 丰 度 最 高 ,而 在 黔 中 中 部 区 域 变 形 戎 门 的 丰 度 显著 高 于 放 线 
菌 门 的 丰 度 。 黔 西南 和 黔 中 中 部 区 域 土壤 微生物 属 水 平 优势 种 群 显著 高 于 其 他 地 区 ,种 群 平衡 度 不 高 ,具有 土 传 病害 发 生 的 洪 
在 危险 。 通 过 贵州 省 不 同 生 态 区 域 土壤 微生物 根 际 微生物 信息 分 析 与 研究 ;为 后 续 士 壤 生 物 修复 芮 定 了 民 好 的 研究 基础 。 
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Abstract: Soil microbial characteristics can. sensitively reflect soil quality and health. In order to illustrate the difference 
among various ecological regions in microbial information, the microbial community structures in tobacco-planted soil were 
assessed and analyzed by high throughput sequencing (168 V4 region). The operational taxonomic units ( OTUs) were 
significantly diverse in different ecological regions. The soil microbial population in the west of Guizhou Province was 
relatively higher than that in the east of Guizhou, while that in the south was higher than that in the north. The microbial 
phyla Proteobacteria and. Actinobacteria were the top two in relative abundance in the north of Guizhou Province. In central 
Guizhou Province, Proteobacteria abundance was significantly greater than Actinobacteria abundance. The soil dominant 
genera in the southwest and central Guizhou Province were much more than other regions. However, the microbial 
population was imbalanced, inducing potential outbreak of soil-borne disease. This study provides a better understanding of 
the soil microbial community and will also provide a theoretical basis to build a good foundation for soil bio-remediation in 


the future. 
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土壤 微生物 是 土壤 中 物质 形成 与 转化 的 关键 动力 ,伴随 着 土壤 的 形成 与 发 育 , 在 维系 土壤 结构 保育 
土壤 肥力 .影响 土壤 植被 等 方面 起 着 不 可 替代 的 作用 ,是 土壤 质量 评价 不 可 缺少 的 指标 之 一 ”。 土 壤 微 生物 
多 样 性 是 指 土壤 生态 系统 中 所 有 的 微生物 种 类 ,它们 拥有 的 基因 以 及 这 些微 生物 与 环境 之 间 相 互 作用 的 多 样 
化 程度 “ ,土壤 微生物 群落 功能 多 样 性 是 土壤 微生物 群落 状态 的 指标 ,可 以 反应 土壤 中 微生物 群落 的 生态 特 
征 和 土壤 肥力 特征 '“ ,对 于 深入 认识 地 下 生态 系统 的 结构 和 功能 以 及 开展 微生物 多 样 性 资源 的 保护 和 利用 
具有 重要 意义 ”。 土壤 微生物 群落 的 多 样 性 主要 包括 微生物 物种 多 样 性 、 遗 传 多 样 性 结构 多 样 性 以 及 功能 
多 样 性 “ ,丰富 的 微生物 群落 多 样 性 不 仅 能 缓解 连作 障碍 ,而且 是 维持 土壤 健康 稳定 的 保证 ”。 

近年 来 研究 者 们 逐渐 认识 到 土壤 微生物 对 农业 生产 的 重要 调控 作用 ,采用 各 种 技术 手段 提高 土壤 微生物 
多 样 性 , 比如 秸秆 覆盖 提高 土壤 微生物 多 样 性 ”“ ,有 机 肥 的 施用 改变 了 土壤 微生物 的 群落 结构 ,改善 了 土壤 
微生物 的 代谢 功能 ” ,同时 利用 生物 有 机 肥 调 控 土 壤 微生物 群落 结构 实现 烟草 青 枯 病 的 生物 防 控 ' EIR 
健康 尤其 是 土壤 微 生 态 平衡 是 生产 优质 烟叶 的 重要 保障 ,Liu 等 "摸索 生物 有 机 肥 施 用 后 根 际 土壤 微生物 数 
量 群落 功能 多 样 性 和 结构 多 样 性 的 变化 , 李 想 等 “利用 综合 防 控 措施 平衡 烟草 根 际 微生物 群落 进而 烟草 青 
枯 病 发 病 率 显著 下 降 ,而 Wu 等 探究 了 不 同 烟 草 品种 根系 分 泌 物 对 微生物 群落 的 影响 。 

近年 来 ,世界 各 地 相继 开展 一 些 生 态 环 境 和 土壤 微生物 间 的 研究 ,使 人 们 对 土壤 微生物 的 组 成 和 功能 多 
样 性 及 其 时 空 分 布 有 了 更 深入 的 认识 "“ 。2011 年 发 起 的 全 球 土壤 生物 多 样 性 倡议 (Global Soil Biodiversity 
Initiative ,www.globalsoilbiodiversity.org) 则 在 促进 对 土壤 生物 多 样 性 及 其 生态 服务 功能 的 认识 ,为 制定 环境 政 
策 提 供 科学 依据 。 国 内 对 于 土壤 微生物 多 样 性 的 监测 与 研究 起 步 相 对 较 晚 ,由 于 技术 手段 的 进步 ,土壤 微 生 
物 多 样 性 和 生物 地 理学 方面 的 研究 取得 了 丰硕 的 成 果 。 对 我 国 黑 年 生态 区 域 调 查 人 研究 结果 表明 ,细菌 群落 的 
组 成 主要 受 土壤 pH 和 有 机 碳 的 影响 ,而 真菌 群落 的 变化 主要 受 土壤 有 机 碳 的 驱动 。 对 长 白山 垂直 带 
谱 上 土壤 细菌 "和 真菌 “多样 性 变异 进行 研究 后 发 现 ; 土 壤 微 生物 多 样 性 随 海拔 的 变化 与 植物 表现 出 不 同 
的 趋势 ,土壤 pH 也 是 驱动 微生物 多 样 性 变异 的 关键 因子 。Ren 等 …” 对 太白 山 不 同 海拔 理 的 微生物 区 系 进 行 
研究 后 发 现 ,在 不 同 海拔 下 细菌 比 真 菌 更 能 反映 植株 和 士 壤 的 变化 特性 。 然 而 ,上 述 研究 都 聚焦 于 生态 环境 
中 的 某 些 重 要 因子 ,比如 海拔 pH、 有 机 质 等 ,但 还 未 见 系 统 分 析 综 合生 态 因 子 即 生态 区 划 下 的 微生物 结构 和 
多 样 性 的 研究 。 

21 ERAR ,新 一 代 高 通 量 测序 技术 的 发 展 日 新 月 异 ,可 直接 测序 16S DNA 基因 的 PCR 产物 ,每 次 分 析 
获得 的 基因 序列 数 以 百 万 甚至 亿 万 计 , 不 仅 通 量 高 ,而 且 能 够 同时 分 析 上 百 个 不 同 的 样品 ,是 解析 复杂 环境 中 
微生物 群落 物种 组 成 和 相对 让 度 的 重要 工具 “| ,探究 土壤 微生物 群落 的 发 展 动态 ,对 调节 土壤 养分 的 固 持 和 
释放 ,以 满足 烤烟 不 同 生育 时 期 对 养分 的 需求 有 重要 意义 。 因 此 本 人 研究 针对 贯 州 省 典型 植 烟 生态 区 域 土壤 进 
行 微 生物 群落 的 研究 以 及 多 方面 分 析 ,为 后 续 土壤 生物 修复 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


11 供 斌 材料 

企 贯 州 省 典型 植 烟 生态 区 域 于 烟 株 移 栽 后 55 d“ 五 点 法 ”采集 正常 生长 烟 田 的 典型 根 际 土壤 样品 。 采 集 
土壤 样品 时 按照 采样 地 点 ,经 纬度 海拔 等 进行 详细 记录 编号 ,采集 的 土壤 样品 全 部 为 植 烟 土壤 , 且 当 季 都 施 
用 无 机 肥 + 有 机 肥 , 无 机 肥 减 氮 2096 ,有 机 肥 种 类 相同 ,都 为 油 枯 有 机 肥 。 样 品 的 采集 地 块 烟 株 生长 健康 ,长 
势 旺盛 ,全 田 基 本 无 病害 。 选 取 田 块 内 长 势 较 一 致 的 五 株 烟 株 , 将 烟草 根系 整体 取出 , 轻 轻 抖动 去 除根 圈 土 
壤 , 将 根 及 根 表 附着 的 土壤 一 起 置 于 10 mL 灭 菌 水 中 ,超声 波 震 荡 15 min 后 得 到 的 土壤 即 为 根 际 土壤 ” 。 采 
集 的 典型 土壤 样品 的 基本 信息 见 表 1。 
12 土壤 样品 理化 性 状 测 定 方法 

土壤 的 全 N 和 有 机 碳 含量 通过 Elementar 高 精度 元 素 分 析 仪 测定 ;pH 采用 FiveEasy Plus pH 计 测 定 。 
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表 1 各 生态 区 域 概况 


Table 1 The general situation of ecological regions 


生态 区 域 Thi 采样 地 点 海拔 /m 土壤 类 型 
Ecological regions Sample number Sample location Altitude Soil type 
黔 西北 区 域 WNCJT 威 守 县 黑石 镇 1934 冲积 土 
Northwest Guizhou WNHR Jc CES 1978 黄 壤 
WNHZR 威 末 县 小 河 镇 2145 黄 棕 壤 
WNZT 威 宁 县 小 河 镇 2145 A 
XXCG 威 末 县 小 河 镇 2145 MEE 
黔 西南 区 域 XYHR XH TFE 1127 黄 壤 
Southwest Guizhou XYHHR 兴 义 市 下 午 屯 1127 黄 红 壤 
XYHEI ALT TFE 1127 红壤 
ZFZX 贞 丰 县 者 相 镇 1115 黄玉 
XRXZ 兴 仁 县 雨 樟 镇 1149 Jib 
XYWS 兴 义 市 万 鲁 镇 1127 WIR 
PXBT 盘 县 县 保 田 镇 1164 黄 壤 
黔 东 南 区 域 TZ350 天 柱 县 渡 马 乡 350 SURE 
Southeast Guizhou TZ550 天 柱 县 社 学 乡 550 黄 壤 
TZ750 天 柱 县 石 洞 镇 750 紫色 土 
TZZT 天 柱 县 社 学 乡 607 紫色 土 
TZSDT 天 柱 县 渡 马 乡 350 KÄE 
黔 中 中 部 区 域 FGHR 风 闪 县 河 坝 镇 700 黄 壤 
Centre part of Guizhou FGSDT 凤 站 县 河 坝 镇 700 KÄE 
ZYHR 遵义 县 乐山 镇 918 黄 壤 
ZYSDT 遵 类 县 乐山 镇 918 水 稳 土 
QXHR Apul te 1934 黄 壤 
FQ1 dx. TH JE EVER 1111 KE 
FQ2 福 果 市 龙 昌 镇 1034 黄 壤 
黔 中 南部 区 域 DSSDT 独 山 县 基 长 乡 909 KE 
South-centre Guizhou DSHR 独 山 县 基 长 乡 909 黄 壤 
DYSDT 都 匀 市 坝 固 乡 816 KÄE 
DYHR 都 匀 市 坝 固 乡 852 黄 壤 
黔 北 区 域 DZDHB 道真 县 玉溪 镇 526.5 WIR 
North Guizhou DZZHB 道真 县 玉溪 镇 1000 黄 霹 
DZGHB 道真 县 玉溪 镇 1600 黄 壤 


1.3 土壤 DNA 提取 及 PCR 反应 

采集 土壤 DNA 采用 Soil DNA Isolation Kit( Omega) 提取 ,提取 后 的 土壤 DNA , 取 适 量 的 样品 于 离心 管 中 ， 
使 用 无 菌 水 稀释 至 1x10” jg/hL。 以 稀释 后 的 基因 组 DNA 为 模板 ,根据 测序 区 域 的 选择 ,使 用 带 标 签 序 列 
( Barcode ) 的 特异 引物 和 高 保 真 、 含 有 GC 绥 冲 液 的 PCR 混合 液 (Master Mix with GC Buffer) ( 纽 英 伦 生 物 技 术 
公司 ,New England Biolabs) ,同时 使 用 高 效 和 高 保 真 的 酶 进行 扩 增 ,确保 扩 增 效率 和 准确 性 。 引 物 对 应 区 域 . 
16S V4 区 引物 为 515F-806R。PCR 产物 使 用 2% 浓 度 的 琼脂 糖 凝 胶 进 行 电泳 检测 ;根据 PCR 产物 浓度 进行 等 
浓度 混 样 ,充分 混 匀 后 使 用 2% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 PCR. 产物 ,使 用 赛 默 科 学 公司 (Thermo Scientific) 的 凝 
胶 回 收 试剂 盒 ( GeneJET) 回收 产物 。 

PCR 扩 增 反应 体系 : Ex Tq loading Buffer 25 pkL, 上 下 游 引物 各 1 kL(25 pmol/uL) ,模板 DNA 2 uL, dd 
H,O 21 pL, 总 体积 50 pL。 反 应 条 件 :95 "C 预 变 性 5 min,95 "C 变性 30 s,58 Cik X 30 s,72 % 延伸 1 min ,72 
C 保持 10 min, 共 循环 32 次 ,4 保温 。 
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1.4 文库 构建 ,测序 和 数据 分 析 

使 用 纽 英伦 生物 技术 (New England Biolabs ) 4 7] 4 2835 (Illumina ) 的 超 DNA 文库 制备 试剂 盒 (NEB 
Next? Ultra ” DNA Library Prep Kit for Illumina) 进行 文库 的 构建 ,构建 好 的 文库 经 过 量子 位 (Qubit) 定量 和 文 
库 检 测 ,合格 后 ,使 用 MiSeq 进行 上 机 测序 。 基 于 个 人 基因 组 分 析 测 序 平台 ( MiSeq Personal Sequencing 
System , Hllumina, 美 国 ) DH 利用 双 末 端 测序 (Paired-End) 的 方法 ,构建 小 片段 文库 进行 双 末 端 测序 。 

测序 得 到 的 原始 数据 ,存在 一 定 比 例 的 干扰 数据 ,为 了 使 信息 分 析 的 结果 更 加 准确 、 可 靠 ,首先 对 原始 数 
据 进行 拼接 、 过 滤 , 得 到 有 效 数据 。 然 后 基于 有 效 数 据 利 用 Uparse ”软件 (Uparse v7.0.1001 ,美国 ) 对 所 有 样 
品 的 全 部 有 效 标签 序列 聚 类 ,以 95% 的 一 致 性 (Identity ) 进行 运算 分 类 单位 (Operational taxonomic. units, 
OTUs) 肾 类 和 物种 分 类 分 析 , 并 将 OTU 和 物种 注释 结合 ,从 而 得 到 每 个 样品 的 OTUs 和 分 类 谱系 的 基本 分 析 
结果 -” 。 再 对 OTUs 进行 丰 度 多样 性 指数 等 分 析 , 同 时 对 物种 注释 在 各 个 分 类 水 平 上 进行 群落 结构 的 统计 
分 析 。 最 后 在 以 上 分 析 的 基础 上 ,可 以 进行 一 系列 的 基于 OTUs 和 物种 组 成 的 聚 类 分 析 、 主 成 分 分 析 
( Principal component analysis, PCA) AES). 
1.5 数据 处 理 

实验 数据 采用 Microsoft Excel 2003 处 理 , 显 车 性 分 析 采 用 SPSS Base Ver. 13.0 ETE 4X fF. (SPSS, IL, 
Chicago 美国 ) HiT , 最 小 显著 差异 法 ( LSD) 或 邓肯 ( Duncan) 新 复 极 差 进 行 多 重 REE ( P<0.05 ) o 


2 结果 与 分 析 


2.1 不 同 植 烟 生 态 区 域 土 壤 样品 基本 理化 特性 

由 表 2 可 见 ,土壤 的 pH 值 变 幅 为 4.88—7.45, 14 » 7.5 的 十 样 ,6.5 一 7.5 的 中 性 土壤 占 总 样品 数 的 
29.04% ,5.5—6.5 的 微 酸性 土壤 占 35.48% ,<5.5 的 酸性 土壤 十 3$.48% 。 从 土壤 类 型 来 看 ,红壤 ARR KE 
土 和 一 半 的 水 稳 土 均 为 酸性 土壤 ; 黄 壤 以 中 性 和 微 酸性 为 主 ,酸性 黄 壤 仅 占 总 样本 数 的 13% ;其 他 土 种 以 中 
性 为 主 。 

土壤 的 有 机 碳 含量 很 丰富 (以 土壤 养分 分 级 评价 体系 中 的 有 机 质 指 标 进行 判断 ,以 下 相同 ) ,平均 2.24%， 
变 幅 为 1.11% 一 3.69% ,有 机 碳 含量 总 体 偏 高 。 土 壤 有 机 碳 >2.87% 的 样品 占 总 样品 数 的 22.5896, 1.7296— 
2.87961] ih 54.8496 ,0.8696—1.7296 15.22.5896 , «0.8696 的 没有 。 从 土壤 类 型 来 看 , 黄 棕 壤 的 有 机 碳 含量 最 
高 ,其 次 是 冲积 土 和 水 称 土 。 总 体 来 看 ;土壤 有 机 碳 变 化 的 随 海拔 升 高 ,有 机 碳 含量 呈 增加 的 趋势 , 同 区 域内 
有 机 碳 含 量 也 海拔 升 高 呈 增 加 的 趋势 从 区 域 来 看 , 黔 西北 区 域 的 全 扼 含 量 相对 较 高 ,其 次 是 黔 西 南 区 域 也 
较 高 ,而 黔 中 区 域 和 黑 东 南 区 域 相对 较 低 。 

土壤 的 全 毛 含 量 很 丰富 ,平均 0.23% , 变 幅 为 0.14% 一 0.34% , 土壤 全 所 >0.2% 的 样品 占 总 样品 数 的 
64.5296 ,0.196—0.296 8] ir 35.4896 ,<0.1% 的 没有 。 从 土壤 类 型 来 看 , 黄 标 壤 和 水 稻 土 的 全 所 含量 最 高 。 同 区 
域内 全 气 合 量 于 海拔 无 相关 性 。 从 区 域 来 看 , 黔 西北 区 域 的 全 所 含量 相对 较 高 ,其 他 区 域 差异 较 小 。 
2.2 不 同 植 烟 生态 区 域 土壤 微生物 物种 多 样 性 ( OTU ) 的 差异 分 析 

从 不 同 的 生态 区 域 看 (图 1) ,土壤 微生物 的 OTUs 数量 差异 明显 ,总 体 是 西部 高 于 东部 ,南部 高 于 北部 。 
其 中 , 黔 北 区 域 土壤 微生物 的 OTUs 数量 最 多 ,其 次 是 黔 中 区 域 , 黔 中 划分 的 黔 中 中 部 区 域 和 黔 中 南部 区 域 2 
个 区 域 在 OTUs 数量 几乎 没有 差异 , 黔 东 南 区 域 与 黔 中 区 域 差 异 较 小 , 黔 西南 区 域 和 黔 西 北 区 域 的 OTUs 数量 
相对 较 少 ,最 少 的 是 黔 西 北 区 域 。 黔 北 区 域 的 OTUs 数量 是 分 别 是 黔 西南 和 黔 西 北 区 域 OTUs 的 1.44 和 
1.661%- 

同一 生态 区 域 不 同 海拔 的 土壤 样品 中 OTUs 数量 差异 显著 (图 2)。 在 黔 东 南 区 域 ,土壤 微生物 的 OTUs 
数量 随 着 土壤 样品 所 处 的 海拔 升 高 而 呈现 降低 趋势 , 而 在 黔 北 区 域 ,土壤 微生物 的 OTUs 数量 从 多 到 少 依次 
为 中 海拔 的 土壤 样品 , 低 海 拔 的 土壤 样品 和 高 海拔 的 土壤 样品 。 黔 东南 区 域 与 黔 北 区 域 土壤 微生物 的 OTUs 
数量 在 高 和 低 海 拔 之 间 无 显著 差异 ,但 在 中 海拔 上 黔 北 显著 高 于 黔 东南 ,是 黔 东南 的 1.65 fr 
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表 2 典型 生态 区 域 土壤 样品 的 基本 理化 性 质 


Table 2 The basic physicochemical characteristics of soil samples in typical ecological regions 


pu $ E pr 
黔 西北 区 域 WNCJT 6.72 3.04 0.29 5.30 
Northwest Guizhou WNHR 6.72 3.00 0.29 5.23 
WNHZR 6.56 3.69 0.34 6.43 
WNZT 4.93 1.85 0.18 3.23 
XXCG 6.19 1.62 0.15 2.82 
黔 西南 区 域 XYHR 6.30 232 0.19 3.86 
Southwest Guizhou XYHHR 5.80 2.73 0.24 4.76 
XYHEI 4.90 2:57 0.22 4.47 
ZFZX 6.87 2.92 0.31 5.09 
XRXZ 7.31 2.32 0.22 4.04 
XYWS 5.89 2.29 0.27 3.99 
PXBT 6.14 1.76 0:20 3.07 
黔 东南 区 域 TZ350 4.97 1.88 0.23 3.28 
Southeast Guizhou TZ550 5.21 1.15 0.14 2.00 
TZ750 4.88 2.94 0.30 5.13 
TVZT 5.26 1.47 0.17 2.56 
TZSDT 5.32 3.03 0.27 5.28 
黔 中 中 部 区 域 FCHR 6.28 1.36 0.16 2.37 
Centre part of Guizhou FGSDT 6.39 227 0.26 3.95 
ZYHR 6.56 1.11 0.14 1.94 
ZYSDT 6.69 3.36 0.34 5.86 
QXHR 6.43 1.54 0.18 2.69 
FQ1 5.05 2.17 0.26 3.78 
FQ2 5.38 2.03 0.23 3.54 
黔 中 南部 区 域 DSSDT 5.11 2.11 0.22 3.67 
South-centre Guizhou DSHR 5.76 1.68 0.19 2.93 
DYSDT 6.28 1.80 0.20 3.14 
DYHR 5.39 2.86 0.30 4.99 
8515 D Bi DZDHB 7.45 1.83 0.23 3.19 
North Guizhou DZZHB 7.10 2.17 0.24 3.78 
DZGHB 5.98 2.68 0.24 4.67 


不 同 土壤 类 型 的 土壤 微生物 的 OTUs 数量 有 差异 (图 3) ,紫色 土 微生物 的 OTUs 数量 显著 高 于 黄 壤 , 比 黄 
壤 微 生物 的 OTUs 数量 增加 25.5% ; E SE UE IR OTUs 数量 显著 高 于 冲积 土 和 粗 骨 土 , 黄 棕 壤土 壤 微生物 的 
OTUs 数量 最 低 仪 为 紫色 土 的 59.5%。 

2.3 不 同 植 烟 土壤 微生物 群落 属 水 平 丰 上 度 结构 多 样 性 分 析 

根据 所 有 检测 样品 中 微生物 属 水 平 的 物种 注释 及 丰 度 信息 (图 4) ,在 不 同 区 域 中 ,天 柱 紫 色 土 (TZZT)、 
岑 西 黄 壤 (QXHR) 、 福 果 黄 壤 (FQ2) Hk HD H ( PXBT) AAKER (FGHR) .遵义 水 稻 土 (ZYSDT) 、 威 宁 紫 色 
土 (WNZT) 和 天 柱 的 海拔 350 m 样品 (TZ350) 具 有 优势 菌 群 ,其 他 土壤 中 的 微生物 属 水 平 的 物种 较为 平衡 。 

在 相同 的 生态 区 域 中 ,不同 海拔 土壤 微生物 的 丰 度 聚 类 关系 不 同 。 道 真 低 海 拔 土壤 (DZDHB ) 与 道真 高 
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海拔 土壤 (DZCHB ) 微 生物 属 水 平 的 聚 类 关系 较 近 ,但 与 道真 中 海拔 土壤 (DZZHB ) 微生物 的 聚 类 关系 较 远 ; 
天 柱 中 海拔 土壤 (TZ550 ) 与 高 海拔 土壤 (TZ750 ) 微生物 属 水 平 的 聚 类 关系 最 近 ,而 与 低 海拔 土壤 (TZ350 ) 微 
生物 的 属 水 平 聚 类 关系 较 近 。 


7000 7000 
." a 9 黔 东南 区 域 
2 500 5 6000 黔 北 区 域 
w B 5000 ab £ 
Ex abc ab w 三 5000 
5 5 4000 bc 23 2 4000 
E E c 2p 
O © 3000 Er - 
R L © O 3000 
$ © 2000 R B 
D :- 8 2000 
Z 1000 B- 5 
0 < 1000 
黔 西北 黔 西南 黔 东 南 黔 中 中 部 黔 中 南部 黔 北 0 
典型 生态 区 域 中 海 氢 高 海拔 
Typical ecological regions 不 同 海 拔高 度 Different altitudes 
图 1 不 同 生态 区 域 OTUs 总 量 的 差异 图 2 同一 生态 区 域内 不 同 海拔 OTUs 总 量 的 差异 
Fig.1 OTUs difference in different ecological regions Fig.2 OTUs difference in different altitudes in the same ecological 


region 


在 不 同 的 土壤 类 型 中 ,天 柱 紫 色 土 (TZZT) 和 威 宁 
紫色 土 (WNZT) 与 其 他 生态 区 域 的 各 类 土壤 微生物 属 
水 平 的 肾 类 关系 都 为 最 远 ;在 不 同 生态 区 域 ,相同 类 型 
的 土壤 间 的 微生物 属 水 平 的 聚 类 关系 较 近 , 独 山水 稳 士 
( DSSDT) 与 都 匀 水 稻 土 (DYSDT) 微生物 属 水 平 聚 类 关 
系 最 近 , 与 福泉 水 稻 土 (FQ1) 和 天 柱 水 稻 土 (TZSDT) 微 
生物 属 水 平 聚 类 关系 也 较 近 , 只 与 遵义 从 稻 土 
( ZYSDT) 属 水 平 聚 类 关系 相对 较 远 。 


平均 OTUs 数 量 
Average OTUs number 


WEE WA 黄 棕 壤 gat MAŁ 
2.4 不 同 植 烟 生态 区 域 土壤 微生物 特定 功能 多 样 性 的 不 同 土壤 类 型 Different soil types 


E RS 
差异 比较 图 3 不 同 土壤 类 型 OTUs 数量 的 比较 
基于 土壤 微生物 IRR JE RE 的 分 析 结果 , 在 微生物 Fig.3 OTUs difference of different soil types 


属 水 平 上 进行 物种 分 类 树 统 计 , 多 个 土壤 人 微生物 的 物种 
分 类 树 (图 5) 的 结果 显示 ,不 同 区 域 土壤 中 的 微生物 的 种 类 比例 显著 不 同 。 其 中 , 厚 壁 菌 门 绝 大 部 分 集中 在 
黑 中 中 部 的 样品 中 ,天 柱 紫 色 土 (TZZT) 在 变形 菌 ( Proteobacteria.) I] E -变形 菌 亚 门 ( Gammaproteobacteria ) 所 
占有 的 比例 最 大 ,变形 落 门 的 肠 杆菌 目 ( Enterobacteriales ) HUE) SUAE Zl PS] H ( Aleyrodidarum ) 的 比例 在 所 有 检 
测 样品 中 最 高 ;达到 75% 以 上 。 而 威 守 紫 色 土 (WNZT) 在 变形 阔 门 和 硫化 细菌 属 (Thicbacillus ) 比例 居所 有 土 
壤 样 品 中 所 占 比例 最 大 。 
2.5” 根 际 土壤 微生物 丰 度 与 土壤 理化 性 状 主 成 份 分 析 

从 图 6 中 可 以 看 出 ,同一 地 区 的 微生物 群落 在 PCA 图 中 较为 相近 ,表明 同一 地 区 的 微生物 群落 组 成 较为 
相似 ,而 黑 西 南 区 域内 个 别 样品 的 群落 组 成 距离 较 远 , 黑 北 地 区 的 样品 间 差 异 特征 明显 。 黑 中 中 部 区 域 , 土 坟 
微生物 受到 土壤 营养 元 素 的 影响 较 大 ,土壤 微生物 群落 组 成 结构 差异 显著 ,而 其 他 地 区 受 条 件 营养 元 素 和 结 
构 的 影响 较 小 ,土壤 微生物 的 群落 组 成 也 较为 相似 。 在 黔 西北 区 域 . 黔 东南 区 域 及 黔 中 南部 区 域 的 不 同 生态 
区 域 ,不同 土壤 类 型 及 不 同 海拔 高 度 的 土壤 ,总 体 的 微生物 群落 组 成 相近 ,土壤 受到 营养 元 素 的 影响 较 大 。 另 
外 , 主 成 分 1(PC1) 和 主 成 分 2(PC2 ) 是 造成 不 同 生 态 区 域 土壤 微生物 群落 结构 的 两 个 最 大 差异 特征 ,贡献 率 
分 别 为 20.80% 和 13.7896 。 
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4 土壤 微生物 物种 丰 度 聚 类 图 
Fig.4 OTUs difference of different soil types 
Amycolatopsis : 拟 无 枝 菌 酸 菌 ;Streptomyces ; £485 W ; Kitasatospora : 16 E JE i ; Glycomyces : 138 Pj ; Pseudonocardia : [Et Vtt F [& F ; Nocardioides :类 
诺 卡 氏 菌 ;Thiobacillus: 硫 杆菌 ; Sphingobium ; 58$ Bt El; Novosphingobium ; 39r 8j AMF AF W ; Flavobacterium : 黄 杆菌 ; Nitrospira: 硝化 螺旋 菌 ; 
Candidatus Nitrososphaera: 亚 硝化 螺旋 菌 暂 定 种 ; Mycobacterium; 4) x fT PR ; Actinomadura ; 马 杜 拉 放 线 菌 ; Rhodoplanes: 紫色 非 硫 细菌 ; 
Bradyrhizobium : 短 根瘤 菌 ;Candidatus Hamiltonella ; AAS sU E V] HÆ ; Burkholderia: fH 3E F P ; Candidatus Portiera: 烟 粉 乱 初 生 共 生效 ; 
Pseudomonas : 假 单 胞 菌 ; Rhodanobacter; 7^ t fT Pj ; Sphingomonas ; #1 24 IE É JU PR] ; Sphingopyxis : 8j AIE x A ; Janthinobacterium ; 紫色 杆菌 ; 
Desulfococcus ; 脱硫 球菌 ; Catenulispora : FTT PS ; Lactobacillus :乳酸 菌 


3 讨论 与 结论 


土壤 微生物 生物 指标 主要 包括 土壤 微生物 的 数量 .生物 量 .多 样 性 及 其 活性 等 方面 ,这 些 因 素 直 接 或 间接 
决定 土壤 的 理化 性 质 和 营养 元 素 有 效 性 。 土 壤 微 生物 多 样 性 是 土壤 稳定 性 与 质量 的 最 关键 因素 ” , 而且 可 
以 调控 土壤 各 种 非 生物 指标 ;因此 近年 来 发 现 研 究 土 壤 微 生物 多 样 性 和 其 种 群 结构 是 研究 土壤 健康 与 肥力 指 
标 最 重要 的 领域 。 本 人 研究 中 贵州 典 型 植 烟 区 域 的 土壤 强酸 性 土壤 (<5.5) 占 到 全 部 样品 的 35.48% ,存在 土壤 
酸化 的 危险 ;年 壤 pH 值 与 土壤 抑 病 性 呈 负 相关 ,酸性 越 强 的 土壤 抑 病 性 越 弱 ,同时 在 有 机 碳 和 全 所 含量 
丰富 情况 下 ,酸性 土壤 下 极 易 导 致 士 传 病害 的 爆发 ,从 土壤 物理 指标 上 对 微生物 群落 失衡 进行 了 预警 。 从 图 
6 看 出 ,在 点 中 区 域内 的 土壤 微生物 受到 膏 养 元 系 的 影响 较 大 ,各 土壤 间 的 微生物 群落 组 成 结构 差异 显著 ;而 
其 他 地 区 受 营养 元 素 和 结构 的 影响 较 小 ,样品 的 群落 组 成 也 较为 相似 ,说 明 土 壤 微 生物 的 群落 与 土壤 营养 状 
况 联 系 不 是 很 密切 ,可 能 对 生态 条 件 等 其 他 因素 有 关 ” 。 同 时 图 1 的 研究 结果 也 侧面 验证 了 该 问题 ,土壤 微 
生物 的 OTUs 数量 总 体 是 西部 高 于 东部 ,南部 高 于 北部 ,而 贵州 烟 株 移 栽 55d 时 的 气温 与 OTUs 数量 的 趋势 基 
本 一 致 。 

根 际 土壤 微生物 群落 的 平衡 性 是 土壤 健康 的 重要 指标 之 一 。 土 壤 微 生物 群落 结构 失衡 ,种 群 趋 于 单一 
化 ,土壤 从 细菌 型 向 真菌 型 转化 ,微生物 多 样 性 .均匀 度 降 低 , 青 枯 病 菌 茄 科 劳 尔 氏 菌 数量 增加 。 本 研究 发 
现 土 壤 类 型 中 紫色 土 中 的 普 志 存在 优势 种 群 ,并 且 与 其 他 土壤 聚 类 关系 最 远 ,而 水 稳 土 的 中 微生物 丰 度 聚 类 
关系 基本 很 近 ( 图 4) ,这 表明 土壤 类 型 对 土壤 微生物 群落 多 样 性 的 影响 比较 大 ,这 与 Perez 等 ”人 研究 相 类 似 ， 
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图 $5 “ 士 壤 微 生物 群落 中 特定 物种 分 类 树 
Fig.5. Classifiction tree of special microbial community in soil 
Archaea ; 15 4 PR ; Microbe : Æ W ; Bacteria : H Æ; Proteobacteria :变形 菌 ; Gammaproteobacteria ; -4EJÉ VS ; Xanthomonadales ; 2t &, Pf Jf pj 


Xanthomonadales 
0.906%, 9.11% 


同时 黑 西 南 和 黔 中 中 部 区 域 土壤 微生物 丰 度 优势 种 群 显著 高 于 其 他 地 区 ,种 群 平衡 度 不 高 ,具有 土 传 病害 发 
生 的 潜在 危险 。 

土壤 功能 微生物 的 多 少 直 接 表 征 土 壤 营 养 转化 能 力 以 及 抗 病 能 力 “ ,通过 图 5 发 现 厚 壁 菌 门 绝 大 部 分 
集中 在 黑 中 中 部 的 样品 中 ,很 多 厚 壁 阔 可 以 产生 芽 候 , 它 可 以 抵抗 脱水 和 极端 环境 ,减轻 天 气 灾害 对 土壤 的 冲 
市， 天 柱 紫 色 土 (TZZT) EJE i (Proteobacteria)? J E. -y-257É VL MET ] ( Gammaproteobacteria ) Pr 8 HS Eb ffl 
最 大 ,可 以 潜在 对 土 传 病原 菌 进 行 抵 抗 ” 。 

生态 区 域 为 一 些 外 貌 结 构 相 似 、 受 相同 气候 .土壤 条 件 影响 的 生态 系统 所 构成 的 区 域 性 单元 。 以 往 对 贵 
州 不 同 生 态 区 域 的 研究 主要 集中 在 烟叶 品质 “ \ 施 气量 差异 ”和 有 机 肥 的 影响 等 方面 ,未 见 微生物 区 系 
方面 的 系统 研究 。 李 松 龄 等 ”人 研究 三 江 源 不 同 生 态 系 统 下 土壤 微生物 区 系 差异 ,得 出 结论 :湿地 生态 系统 由 
于 水 分 及 热量 等 环境 条 件 不 同 , 土 壤 微 生物 数量 显著 高 于 草地 生态 系统 森林 生态 系统 和 充 注 生态 系统 。 但 
此 类 人 研究 并 不 是 系统 研究 微生物 区 系 ,而 是 仅 用 平板 涂 布 法 测定 微生物 数量 差异 。 第 二 代 高 通 量 测序 技术 的 
成 熟 和 普及 ,使 我 们 能 够 对 环境 微生物 进行 深度 测序 ,不 但 解决 了 大 部 分 菌株 不 可 培养 的 难题 .客观 还 原 了 微 
生物 阔 群 结构 ,还 能 灵敏 地 探测 出 环境 微生物 群落 结构 随 外 界 环境 的 改变 而 发 生 的 极其 微弱 的 变化 ,对 于 我 
们 人 研究 微生物 与 环境 的 关系 、 环 境 治 理 和 微生物 资源 的 利用 等 方面 有 者 重要 的 理论 和 现实 音义 。 疝 天 染 
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等 ' 引 在 研究 不 同 生态 条 件 下 楼 桃 林 的 土壤 细菌 数量 的 
变化 时 发 现 土 壤 细 菌 的 数量 与 土壤 有 机 质 和 全 毛 含 量 
间 存 在 极 显著 的 正 相 关 , 与 该 研究 中 微生物 的 多 样 性 指 
数 和 土壤 有 机 质 含量 呈正 比 相似 。Shen 等 “的 研究 表 
明 ,长 白山 上 的 细菌 群落 多 样 性 与 pH 显著 正 相 关 。 本 
试验 中 采用 的 PCA 分 析 是 从 多 维 数据 中 提取 出 最 主要 
的 元 素 和 结构 进行 分 析 , 较 物种 相对 丰 度 的 聚 类 更 加 说 
明 问 题 “。 本 研究 不 同 生 态 区 域 的 微生物 结构 与 土壤 
IA 、 有 机 质 及 pH 值 与 土壤 微生物 区 系 都 没有 对 应 
关系 ,生态 环境 (包括 气候 海拔、 土壤 类 别 等 因素 ) TH 
似 地 区 土壤 微生物 结构 较为 相似 ,表明 土壤 微生物 结构 
是 受 多 种 因素 综合 影响 和 决定 的 。PCA 分 析 也 证 明了 
这 一 论点 : 主 成 分 1(PC1) 和 主 成 分 2(PC2) 是 造成 不 
同 生态 区 域 土壤 微生物 群落 结构 的 两 个 最 大 差异 特征 ， 
贡献 率 分 别 为 20.80% 和 13.7896 ,表明 并 非 单 一 “ 
素 ” 能 够 非常 显著 地 影响 生态 区 域 土壤 微生物 的 组 成 ， 
而 是 综合 因素 共同 作用 的 结 

综 上 所 述 ,通过 对 足 州 省 典型 植 烟 生态 区 域 根 际 土 


PCA Plot 


PC2 (13.7894) 


0 5 10 
PC1(20.8%) 


图 6 不 同 生态 区 域 土壤 样品 B 多 样 性 主 成 分 分 析 
Fig.6 The principal component analysis (PCA) of B-diversity of 
soil samples in different ecological regions 
BJ, 黔 西 北 地 区 ,Northwest Guizhou; QODN， 黔 东南 地 区 , Southwest 
Guizhou; QN, W adh Xs South Guizhou; QXN， 黔 西南 地 区 ， 
Southwest-Guizhou; ZY,， 遵 义 地 区 Zunyi 


壤 的 微生物 群落 的 分 析 与 研究 为 后 续 土 壤 生 物 修复 提供 理论 依据 页 是 了 民 好 的 研究 基础 。 
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